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UNIVERZITA PAVLAC,KEHO V OLOMOUCI
LEKARSKA FAKULTA
Deékanat, Hnévotinska 3, 779 00 Olomouc

V Olomouci 19. ¢ervna 2017

Zapis o konani obhajoby disertac¢ni prace v oboru Lékarska imunologie

Ing. Regina Filler OVE’l, védecka pracovnice Ustavu imunologie LF UP, studentka
prezen¢ni formy doktorského studijniho programu Lékarskd imunologie na LF UP v Olomouci.

Téma prace: ,,Studium vybranych mediator zanétlivych a fibrotiza¢nich procesi u pacienti
s difdznimi plicnimi nemocemi*

Obhajoba se konala v Olomouci dne 19. ¢ervna 2017 v 11:00 hod.

Komise:

predseda: prof. MUDr. Evzen Weigl, CSC. ..o oo i
L
mistopfedseda: prof. MUDr. Pavel Horak, CSC. ......c. cooiuiiiiiii e
O
Clenové: RNDr. Ivo Lochman, CScC. ... o oo,
doc. MUDr. Maria Bucova, CSC. ..ouviuieit et \V
doc. MUDr. Zuzana Cermakova, Ph.D. ......ooiime e \/ V.
<
doc. RNDr. Vladimir Divoky, Ph.D. ... ..o
Oponenti: %
doc. MUDr. Maria Bucova, CSC. ...viniiii e e
Imunologicky ustav LF UK v Bratislavé PRI
doc. MUDr. Antonij SIavEev, CSC. ooovvvniiniiieii e OHLUIUEA S

Institut klinické a experimentalni mediciny v Praze

M

Skolitel: Ingr. Eva Kriegova, Dr. ...

Piedseda komise prednesl stru¢nou charakteristiku uchaze&e, hodnoceni $kolitele a vedouciho
Skoliciho pracovisté. Poté uchaze¢ vylozil podstatny obsah své disertace. Oponenti prednesli své
posudky. Uchaze¢ odpovédél na ptipominky a dotazy oponenti.

Ve védecké rozpravé vystoupili: viz piiloha — zapis o diskusi.

Hlasovéani se Gcastnilo ...(n.. ¢lent komise. Kladné hlasovalo ....[. &lenti, zaporné [C"’ ¢lent
neplatnych listkii bylo odevzdano .../ =

Usneseni:

Pritomni ¢lenové komise tajnym hlasovanim rozhodli, Ze Ing. Regina Fillerova obh4jila disertaéni
praci a doporucili udéleni akademického titulu doktor ve zkratce Ph.D. dle § 47 Zakona o vysokych
Skolach €. 111/98 Sb.

prof. MUDr. Evzen Weigl, CSc.
ptedseda komise



Obhajoba disertacni prace

Ing. Regina Fillerova

Predseda: prof. MUDr. Evien Weigl, CSc.
Mistopredseda: prof. MUDTr. Pavel Hordk, CSc.
¢lenové: RNDr. Ivo Lochman, CSc.

doc. RNDr. Vladimir Divoky, Ph.D.
doc. MUDr. Méria Bucova, CSc.

doc. MUDr. Zuzana Cermakova, Ph.D.

Skolitel: Ing. Eva Kriegova, Dr.
Oponenti: doc. MUDr. Maria Bucova, CSc.
doc. MUDr. Zuzana Cermakova, Ph.D.

Misto obhajoby: Semindrni mistnost Ustavu imunologe, Dostavba TU, 5. patro, Hnévotinskd 6

Pan prof. MUDr. Evien Weigl, CSc. zahdjil obhajobu disertalni prace, predstavil celou komisi a dale
predstavil oponenty disertaéni prace.

Pani Ing. Eva Kriegovd, Dr. jako vedouci prace shrnula informace o studentce a doporucila préci
k obhajobé.

Obhajoba disertac¢ni prace Ing. Reginy Fillerové byla zahdjena v 11:20 hod.

Nésledovalo vyjadieni oponentd, pani prof. MUDr Zuzany Cermékové a doc. MUDr. Marii Bucové,
k disertacni praci a od obou oponenti byla pani Ing. Regina Fillerovd navrZena na zisk titulu Ph.D.

V ramci oponentské posudku byly poloZeny nésledujici otazky:

Otazka €. 1: Jak si vysvétlujete funkéni dopad ANXA11 polymorfismu na tvorbu granulomti?

Odpovéd na tuto otdzku je velmi spekulativni. Vliv polymorfismu na funkci neni pIné zodpovézen a je
stale predmétem studie.

Tento polymorfismus neovliviiuje mRNA expresi. Dale, Ze by mohl byt funkéni zménou, protoze v N-
termindlni oblasti dochazi ke zméné aminokyselin a tim dochazi k vyssi polarité a tato zména ovliviiuje
aktivaci apoptdzy. Tento polymorfismus ovliviiuje termindini fazi déleni bunék a oddéleni dcefinych
bunék.

Nase préce zjistila, Ze tento polymorfismus ovliviiuje cytokin/chemokinovou sit pro tvorbu granulomu.

Otazka €. 2: Jaké dalsi molekuly se na tvorbé granulomu podili?

Na tvorbé granulomu se podileji cytokiny, zejména IFN-gamm, IL-12, IL-2 a TNF-alfa. Déle se toho
procesu Ucastni aktivované makrofagy, epiteloidni buriky a obrovské mnohojaderné buriky.
V neposledni fadé se toho procesu ucastni chemokiny.



Otéazka ¢. 3: Autorka v metodické ¢asti popisuje novou technologii kombinujici klasickou interakci
antigen-protilatka s detekci pomoci PCR. Jaka je citlivost dané metody a jaké jsou vyhody v porovnani
s metodou ELISA?

Metoda ImunoPCR spojuje metodu znaceni antigen-protilatka s detekci pomoci PCR.
V porovnani s metodou ELISA je tato metoda 100x citlivéjsi. Umoziiuje detekci proteinti v pg/ml.
My jsme pomoci této metody sledovali proteiny v séru a BAL burikach.

V ramci nasi studie jsme provedli proteinové profilovani v séru a BAL burikdch za pomoci metody
»antibody-based Proximity Extension Assay”. Tato metoda vyuZiva protildtky, na které jsou navazany
nukleotidy, které po navazani na pfislusny antigen hybridizuji a umoZznuji PCR reakci.

Stanovili jsme koncentrace proteinu IL-17, ktery ma velmi nizké zastoupeni. Nasli jsme rozdily
Vv progresi a regresi.

Otézka €. 4: Bude autorka pokracovat ve vyzkumu dané problematiky? Pokud ano, jakym smérem?

Ano, v ramci dané problematiky chceme ve spoluprdci s klinikou plicnich nemoci dale pokracovat.

Chceme se zaméfit na genetické studie, zejména bychom chtéli zjistit dalsi funkZni polymorfismy.
Diky ¢eskému narodnimu registru mame vybornou skupinu pacient(, ve které je momentéiné 200
pacientl s IPF a 200 pacientli s CHOPN.

Také bychom se chtéli zaméfit na studium senescence. Zejména geny spojené s predcasnym
starnutim a s chronickymi plicnimi chorobami.

Nasim cilem je zavedeni a desing novych panelll gen a metod pro amplikonové sekvenovani NGS.
V ramci genového profilovani bychom chtéli vyuzivat vysokokapacitni systémy gPCR, které nam
umoZzniuji vyssi citlivost s vyuzitim mensich objemi reagencii a vzorkd a s vétSim poctem gen.

Diskuze:

doc. Divoky: Existuje souvislost mezi chronickymi plicnimi nemocemi a vyskytem plicnich malignit?

doc. Cermakova: Zaméfily jste se na souvislost mezi chronickymi plicnimi nemocemi a vyskytem
plicnich malignit?

Odpovéd: Z hlediska velké sloZitosti obou danych onemocnéni, Ize pfedpoklddat, Ze mlze byt mezi
nimi jista souvislost. V ramci, ale nasi prace jsme vzajemné ovlivnéni nestudovali. Jisté budou, ale
zajimavé se na problematiku z tohoto pohledu podivat.

prof. Hordk: Popsali jste protektivni polymorfismus. Vite néco o ¢etnosti toho polymorfismu?

Odpovéd: 30 — 40 % v celkové populaci. U sarkoiddzy se vyskytoval v mensim mnozstvi.



prof. Weigl: Jaky zpGsobem jste kultivovali granulomy, které zmiriujete ve své praci? Indukovali jste
jejich rhst in vitro?

Odpovéd: Vychazeli jsme z perifernich mononukledrnich bunék z krve, které jsme stimulovali
konkavalinem. Dale jsme vyufzili dle uhlikovych nanocastic (nanotrubicek), jako stimulacni latky, kterd
vyvolavala vznik granulomd.

prof. Weigl: V ramci své prace jste sledovala rlizné molekuly ve spojitosti se sarkoidézou. Co vas
vedlo k tomu, Ze jste si vybrala pravé tyto molekuly?

Reagovali jsme na soucdasny vyvoj sarkoiddzy. Pfi zacatku nasi studie nebyl znam ani referencni gen
vhodny pro studium v BAL burikach. Proto prvnim nasim cilem bylo nalézt vhodny referenc¢ni gen pro
toto onemocnéni. Po nalezeni transkripéniho faktoru T-bet, ktery byl objeven u Th1 imunitni odpovédi,
jsme se rozhodli nahlédnout na problém i z pohledu této vyznamné molekuly.

Molekulu anexin 11 jsme zacali studovat ve spolupraci s panem doc. Mrazkem, ktery taktéz velmi
intenzivné sledoval tuto molekulu a jeji polymorfismus. .

doc. Divoky: V ramci vasi studie jste zjistili, Ze u kurakl byla exprese transkripéniho faktoru T-bet nizsi
ne? u nekufaka? Cim si to vysvétlujete?

Spravné by méla byt skupina kurakl ze studie vyloucena, protoZze maji naprosto odlisnou reakci u
vétsiny plicnich onemocnéni a tudiZz nam ddva zkreslené vysledky.

Bylo v3ak zjisténo, Ze koureni pravé u onemocnéni sarkoiddzy ma protektivni charakter.

prof. Weigl: Je znamo, Ze jako referencni geny je vybiraji geny s charakterem housekeeping genu.
Musi to byt zdsadné housekeeping gen?

Nemusi se jednat vyhradné o housekeeping gen. Housekeeping geny, ale maji vyhodu, Ze jsou
exprimovany ve viech burikach a ve vSech vyvojovych stadiich. Ddle také nejsou spojeny
s onemocnénimi a nejsou ovliviiovany vnéjsimi vlivy.



